esp(ic^cenet document view 



Side 1 at 1 



SACCHARIDE LIBRARY 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 



Applicant: 
Classiftcatlon: 
- international: 
- european: 
Application number: 
Priority number(s): 



DE1 9642751 
1998-04-23 

WIESLER MANFRED DIPL CHEM PROF (DE); MIER 
WALTER DIPL CHEM (DE); KLIEM CHRISTIAN DIPL 
CHEM (DE); MENZLER STEFAN DIPL CHEM (DE) 
DEUTSCHES KREBSFORSCH (DE) 

C07H15/00; A61K31/70 
C07H3/06; C07H21/00C2 
DE19961042751 19961016 
DE19961042751 19961016 



Also published as: 

W W09816536(A1) 
m EP0934327(A1) 
% US20031 19051 (A1) 



Report a data error here 

Abstract of DEI 9642751 

The invention relates to a saccharide library with different saccharide-containing molecules, in which each 
of the nnolecules comprises a nuclear molecule with at (east two functional groups and at least two 
saccharides. The invention also relates to the production of such a library and its use. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
@ Saccharid^Bibliothek 

(§) Die Erfindung betrifft eine Saccharid-Bibliothek mit 
verschiedenen Saccharid-enthaltenden Molekulen, wobei 
die Molekuie jeweils ein Kernmotekul mit nnindestens 
zwei funktionellen Gruppen und mindestens zwel Saccha- 
riden umfassen. Ferner betrifft die Erfindung die Herstel- 
lung einer solchen Bibliothek und ihre Verwendung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung belrifTl eine Saccharid-Bibliolhek, Vcrfahren zur Herstellung einer solchen sowic ihrc Vcrwcndung. 

Seit einiger Zeit witd daran gedacht, Wirkstoffe, z. B. Therapeutika, auf Saccharid-Basis bereitzustellen. Dies trifft 
5 insbesondere zu, wenn die Wirkstoffe Agonisten bzw. Antagonisten von Zell-Rezeptorcn sein soUen. Bisher ist es aller- 
dings auBerst schwierig, Wirkstoffe auf Saccharid-Basis bereitzustellen, d. h. solche zu finden, die cxakl mil Zielprolci- 
nen, z. B. Rezeptoren, reagieren. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem Wirkstoffe auf Sac- 
charid-Basis gefunden werden kdnnen. 
10 ErfindungsgemiiB wird dies durch die Gegenstande in den Patentansprilchen erreicht 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine Saccharid-B ibliothek mit v erschiedenen Saccharid-enthaltenden MolekOlen, 
wobei die Saccharid-enthaltenden Molekiile jeweils eir ^ernmoielcuV mit mindestens zwei funktionellen Gruppen und 
mindestens zwei Sacchariden umfassen. 

Der vorstehende Ausdruck "Saccharid-Bibliothek" bedeutet eine \^elzahl, z. B. mindestens 6, vorzugswcisc minde- 
IS stens 20, besonders bevorzugt mindestens 50 und am meisten bevorzugt mindestens 100, von verschiedenen Saccharid- 
enthaltenden MolekUlen. Diese MolekQle kSnnen ungebunden oder an einen IVager gebunden vorliegen. Als TVager sind 
alle Matrices gecignct, die in der Festphasenchemie verwcndet werden, wie Fcstphasen auf der Basis von Polystyrol, Po- BdtMT' 
lyethylenglykol,Kieselgur, CPC (controlled pore ceramics). Cellulose und Glas. 

Der vorstehende Ausdruck "KemmolekQl mit mindestens zwei funktionellen Gruppen" umfaBt aliphatische X^rbin- 
20 dungen, die mindestens zwei, insbesondere 3, 4, 5 ode r 6, fiinktionelle Gruppen z. B. Hydroxygruppen, Aminogruppcn, 
Carbonsauregruppen, Metall-organische Gruppen und/oder Halogenidgrupperi,' aufweisen. Die funktionellen Gruppen 
konnen gleich oder verschieden voneinander sein. Beispiele von Kemmolckulcn sind cyclische Aliphate. \fcrtreter dieser 
sind Q-Cykloalkane, wie Trihydroxycykloalkane, z. B. 1,3,5-Trihydroxycykloalkane, insbesondere l^fS-TWhydrox- 
ycyclohexan, Inosite, insbesondere myo-Inosit. und Cs-Cykloalkane, wie TVi- und Tetrahydroxycyklopentane, sowie De- 
25 rivate davon. Femer sind KemmoIekUle heterocyclische Hydroxy verbindungen. Desweiteren sind Kemmolekule alipha- 
tische Amine, wie Triamine, insbesondere Miethylentriamine, und Penta^ythrite. Besonders bevorzugte KemmoIekUle 
sind in Fig. 1 daigestellt Keine KemmoIekUle im Sinn der Erfindung sind Steroide, Cholsauremethylester und Saccha- 
ride. 

Per vorstehende Ausdruck "Saccharid" umfaBt Saccharide jeglicher Art in alien stereoisomeren und enantiomeren 
30 Formen, insbesondere Monosaccharide, z. B. Pentosen und Hexosen. wie cxr und P-D-Glukose und a- und p-D-Man- 
nose, sowie Di-, TYi- und Oligosaccharide. Als Saccharide gelten hier auch Inosite, ganz besonders optisch aktive Deri- 
vate von myo-Inosit und Quebrachitol, z. B. aus Galactinolen, sowohl aus pflanzlichen Quellen, wie ZuckerrOben, als 
auch aus Milchprodukten, oder durch enzyinatische Enantiomerentrennung gewonnene Derivate. Femer sind Saccharide 
Glykokonjugate. Diese konnen Konjugate von Sacchariden mit Peptiden, Heterocyklen und anderen Kohlehydraten sein. 
35 Ein Beispiel von Glykokonjugaten ist Zl-ZlO, ein Gemisch von 10 Glykokonjugaten. Bei den \ferbindungen Zl-ZlO 
handclt cs sich urn in der Natur vorkommcnde Glycopeptide, Glycoproteine und Lipopolysaccharide. Alle diese \ferbin- 
dungen sind wegen ihrer Rolle in verschiedenen immunologischen Prozessen von groBem biologischen Interesse. Ein 
Beispiel einer solchen ist 




50 wobei R Aminosauren, z. B. Asparaginsaure, Lysin, Glycin, Alanin, etc, oder Fettsauren bedeutet. Als Saccharide wer- 
den auch Derivate vorstehender Saccharide, wie mit Schutzgruppcn, z, B. Benzyl, gcschUtzte Saccharide und/oder mit 
funktionellen Gruppen, wie Aminogruppcn, Phosphatgruppcn oder Halogenidgruppen, modifizierte Saccharide, verstan- 
den. Vorstehende Saccharide konnen natiirUch vorkommen oder synthetisch hergestellt werden. Vorzugsweise weist ein 
Saccharid-enthaltendes Molektil 3, 4, 5 oder 6 Saccharide auf. Die Saccharide k6nnen gleich oder verschieden vonein- 

55 ander sein. Auch k6nnen im Saccharid-enthaltenden MolekOl mehrere der Saccharide gleich sein und eines oder mehrere 
der lestlichen Saccharide sich davon unterscheiden. Beispielsweise kann ein Saccharid ein Di-, TH-, oder Oligosaccharid 
sein und die restlichen sind z. B. ein Monosaccharid. Dies wird als Saccharid-Hintergrundbibiiothek bezeichnet (vgl. 
Fig, 3). Die Bindung der Saccharide an das Kemmolekiil kann an desscn funktionelle Gruppen erfolgen. \t)rzugswcise 
geschieht dies unter Ausbildung einer O-glykosidischen Bindung. 

60 In einer bevorzugten Ausfiihrungsform liegt zwischen dem KemmolekUl und einem bis maximal alien der Saccharide 
ein Spacer vor. Beispiele cincs solchen sind aliphatische Vbrbindungen, wie Alkanc. Auch kann der Spacer eine ungcsat- 
tigle aliphatische Verbindung sein. Der Spacer weist vorzugsweise 3 bis 10 C-Atome auf. Femer kann der Spacer an die 
funktionellen Gruppen des KemmolekUls und/oder der Saccharide gebunden sein. Liegen mehrere Spacer vor, dann kdn- 
nen diese gleich oder verschieden voneinander sein. 

65 Vorzugsweise weist ein in der erfindungsgemaBen Bibliothek vorliegendes Saccharid-enthaltendes Molekiil eine oiga- 
nische Verbindung auf. Diese kann an dasKemmolekOl und/oder an eines oder mehrere der Saccharide gebunden sein. 
Beispiele von organischen Verbindungen sind Alkane mit einer funktionellen Gruppe, z. B. einem Halogen, wie Brom, 
einer Hydroxy-, Azido- und/oder Amino-Gruppe. oder Alkene, insbesondere mit endsiUndiger Doppelbindung. Die Al- 
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kene konaen auch vorstehende funktionelle Gnippen aufweisen. \^rzugsweise hat vorstehende oiganische Verbindung 3 
bis 10 C-Atome. Femer kOnnen von der organischen Verbindung eine oder mehrere vorliegen. Bei mehreren k6nnen 
diBse gleich odcr verschicden voneinander sein. Mil den oiganischca Verbindungen ist es z. B. mdglicb, das Saccharide 
enthaltende Molekiil an einen 'IVager zu binden und/oder FarbstofFe, magnetische Partikel und/oder andere Komponen- 
ten an das Saccharid-enthaltende Molektil zu binden. 

Die Koinponcntcn der Saccharid-cnthaltenden Molckulc sind als Edukte daigestellL In den Saccharid-enthaltenden 
Molekiilen Uegen sic jedoch in derivatisierter Form voi: 

Edindungsgem^B wird auch ein Verfahren zur Herstellung vorstehender Saccharid-Bibliotheken bereitgestellt In die- 
sem Verfahren werden die einzelnen Komponenten, d. h. KemmolekOle, Saccharide, ggf. Linker, ggf. organische Verbin- 
dung und ggf, TVager kovalent miteinander verbunden. 

Beispielsweise wird ein an einen TYSger gebundenes Kemmoleklil bereitgestellt, bei dem die funkdonellen Gruppen 
Schutzgnjppen aufweisen. Die Schutzgnippen konnen orthogonale Schutzgruppen sein. Diese Schutzgruppen zeichnen 
sich dadurch aus, daB sie einzeln (selektiv), d. h. nacheinander. von einem Molektil bei Anwesenheit anderer Schutzgrup- 
pen abgespalten werden konnen, ohne daS diese andercn Schutzgruppen durch die Abspaltungsbedingungen bccinflufit 
werden. Beispiele solcher Schutzgruppen sind Acyl-Gruppen, wie Benzoyl, Acetyl und Chloracetyl, Benzyl-Gruppen 
und Silyl-Gruppen. Der Fachmann weiB, wie sie selektiv abgespalten werden k5nnen. \bn diesen Schutzgruppen wird 
eine abgespalten. AnschlieBend wird mit einem Saccharid odcr einem Gcmisch von Sacchariden umgesctzt, so daB die 
Saccharide an die funktionelle Gruppe gebunden werden. Dann vmd die nUchste Schutzgruppe selektiv abgespalten, 
unddie Umsetzung wird wiederholt. Dabei kann ein neues Saccharid, ein neues Gemisch von Sacchariden oder das in 
vorslehendem Schritt verwendete Saccharid oder Gemisch von Sacchariden verwendet werden. Diese Reaktionen kon- 
nen wiederholt werden, bis alle gewilnschten funktionellen Gruppen des KemmolekUls ein Saccharid aufweisen. 
SchlieBIich konnen die erhalLcnen Saccharid-enthaltenden Molekiile vom TVager und, wcnn cs gcwiinscht wird, die ggf. 
an den Sacchariden vorliegenden Schutzgruppen abgespalten werden. Auf diese Weise werden erfindungsgemaBe Sac- 
charid-Bibliotheken erhalten. Werden als Saccharide in den einzelnen Schritten nur eine Art von Sacchariden eingesetzt, 
dann wird auch nur eine Art von Saccharid-enthaltenden Molektilen erhalten. Diese konnen mit davon verschiedenen 
Saccharid-enthaltenden Molektilen zu einer Saccharid-Bibliothek gemischt werden. Werden in vorstehender Reaktion 
Gemische von Sacchariden eingesetzt, so erhalt man eine Kombination von verschiedenen Saccharid-enthaltenden Mo- 
lektilen (= Sacharid-Bibliothek). Dies kann am Beispiel eines festphasengekoppelten Inositols wie folgt daigestellt wer- 
den: 
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Festphase, an welches Inositol gebunden ist: Ri~R5: orthogonale Schutzgruppen 
A, B, C: 3 verschiedene Saccharide, die an die Festphase gekoppelt werden konnen 
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I Kopplung 



1. Selektive Abapaltung van Ri 

2. Kopplung mit einer Mlschung von A, 8 und C 
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II. Kopplung 



1. Selektive Abspaltung von 

2, Kopplung mit einer Mischung von A, B und C 
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ill. Kopplung * 
tV. Kopplung j 
V. Kopplung j 



Die Zahl der unterschiedlichen Bibliothelcsbausteine nach S Kopplungen (wie oben daigestellt) ergibt sich dann nach 
der allgemein gtiltigen Formel: 

30 Z = 

Z = Zahl der unterschiedlichen Bibliotheksbausteine; M = Zahl der untarschiedlichen Saccharidspezies, die als Gemisch 
zur Kopplung an den Zentralbaustein eingeselzt werden (hier: 2 unterschiedliche Monosaccharide); F = Zahl der Funk- 
lionalitaten des Zentralbausteins (OH-, NH2-Gruppen . . hier: 5 OH-Gruppen). 

35 

Z = 3^ = 243. 

We vorstehend beschrieben k5nnen an das KemmolekDl z. B. Monosaccharide gebunden werden. Diese kOnnen 
gleich Oder verschieden voneinander sein. Eines diescr Monosaccharide weisl einc zur Bindung mil eincm anderen Sac- 

40 charid fahige Gruppe auf, z. B. eine Acetyl- Gruppe, An diese Stelle wird dann ein von den bereits gebundenen Saccha- 
riden verschiedenes Saccharid gebunden. SchlieBlich kdnnen die erhaltenen Saccharid-enthaltenden Molekiile vom Tta- 
ger und, denn es gewiinscht wird, die ggf. an den Sacchariden vorliegenden Schutzgruppen abgespalten werden. Auf 
diese Weise kann eine Saccharid-Hintergrundbibliothek erhallen werden. 

Die Glycosidierung eines KemrnolekUls, wie es in den Fig. 2-4 beschrieben isL, kann chemisch und enzymatisch er- 

45 folgen. Bei der letzteren wird ausgenutzt, daB Glycosidasen Monosaccharide von aktivierten Donorsacchariden (Nitro- 
phenylglycoside, Glycale, Glycosylfiuoride, Disaccharide etc.) auf geeigneie Akzeptoren Ubertragen konnen (TVansgly- 
cosidierung). Diedabei erhaltenen Glycoside sind anomerenrein. Durch ein Kreislaufverfahren, in deindas KeminolekOl 
kontinuierlich mil eincr Losung von Glycosidase und Donorzucker behandelt wird, kann annahemd quantitati ver Umsatz 
erreicht werden. Glycosidasen mit breiterDonorspezifitat sind in Form der kombinatorischen Batch-Synthese einsetzbar. 

50 Ein KemmolekUl wird z. B. mit einer Glycosidase und einem Gemisch verschiedener Donorzucker umgesetzt. Man er- 
halt dabei eine Saccharid-Bibliothek, deren Zusammensetzung u. a. von der Spezifitat des Enzyms und der Reaktivitat 
der Donorzucker bestimmt wird. Die zur enzymatischen Bindung von Sacchariden an Kemmolekaie geeignete \ferfahren 
und hierzu notwendige Materialien sind dem Fachmann bdcannt. 

ErfindungsgemaBe Saccharid-Bibliotheken zeichnen sich dadurch aus, daB sie eine V^elzahl unterschiedlicher Saccha- 

55 rid-enthaltender MolekUle bereitstellen. Femer sind erfindungsgemSBe Saccharid-Bibliotheken, insbesondere deren 
Kernmolekule, gegen Abbau durch Glukosidase stabil. 

Daher eignen sich erfindungsgemSBe Saccharid-Bibliotheken bestens fur ein Screening- Verfahren, mit dem aus der 
Saccharid-Bibliothek spcziQschc Wirkstoffe herausgcfischt werden konnen. Dabei kann wie folgt vorgegangen werden: 
Bei der Entwicklung eines Wirkstoffs auf Saccharid-Basis, welcher z. B. spezifisch mit einem bekannten Rezeptor rea- 

60 gierl, wird man z. B. die AffinitMtschromatographie anwenden. Dazu wird der bekannte Rezeptor immobilisiert, z. B. an 
eincr Festphasc. Durch Auftragcn der Sacharid-Bibliothek auf diese Fcstphase werden nur jcnc Saccharid-enthaltenden 
Molekiile zuriickgehalten, die an den Rezeptor binden. AUe anderen Saccharid-enthaltenden Molekiile werden abge- 
trennl. AnschlieBend werden alle bindcnden Saccharid-enthaltenden Molekiile eluiert. z. B. durch ErhOhung der Salz- 
konzentration des Losungsmittels, und dann analysiert. Gunslig kann es sein, die Analyse schon bei der Bibliothekssyn- 

65 these zu beriicksichtigen. Dies kann z. B, dadurch erfolgen, daB nicht, wie vorstehend beschrieben, eine vollstaadige Bi- 
bliothek eingesetzt wird, sondem durch geschickte Aufteilung des Syntheseschemas eine Gnippierung unterschiedlicher 
Teilbibliotheken erhalten wird, die dann eingesetzt wird. Teilbibliotheken konnen z. B. auf folgende Weise eriialten wer- 
den: Nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren wird nach der selektiven Abspaltung einer Schutzgnippe (Rj) die 
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Kopplung mil den Komponenten A, 5 und C getrennt durchgefUhrt. Es eigeben sich somit drei Topfe, die sich jeweils 
durch das erste Sacharid unterscheiden. Jeder dieser drei T5pfe wird nun weiter, jedoch getrennt bearbeitet. Am Hnde li&- 
gen dann drei verschiedcne Tbilbibliotheken vor, die getrennt fur das Screening eingesetzt werden konnen. Je nachdcm. 
in welchem Ibpf der aktivste V^rkstoif ist, kann die entsprechende Teilbibliothek emeut aber weiter differenziert daige- 
stelU werden. Auf diese Weise kann der Strukturbeweis fUr den aktivsten Wirkstoff gefiihit werden. s 

Kurze Beschreibung der 2^ichnung 

Fig. 1 zeigt bevorzugte Kemmolekiile, 

Fig. 2 zeigt die Herstellung einer Saccharid-Bibliothek mit einem IViamin als KemmolekOl, 10 

Fig. 3 zeigt die Herstellung einer Saccharid-Hinteigrundbibliothek und 

Fig. 4 zeigt die Herstellung einer Saccharid-Bibliothek mit einem Inosit als KermnolekUl. 
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1. Saccharid-Bibliothek mit verschiedenen Saccharid-enlhaltenden MolekUlen, wobei die Molekiile jeweils ein 
Kernmolckul mit mindcstens zwei funktioncllcn Gruppcn und mindestens zwci Sacchariden umfassen. 

2. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das KernmolekUi ein cyclischer Aliphat 
ist 

3. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der cyciische Aliphat ein oder CyCy- 20 
kloalkan ist. 

4. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 3, dadurch gckcnnzeichnct, daB das Q-Cykloalkan ein TYihydroxycyklo- 
hexan, ein Inosit oder ein Derivat von diesen ist. 

5. Saccharid-Bibiiothek nach einem der Ansprtiche 1-4, dadurch gekennzeicbnet, dafi die fiinktionellen Gruppen 
Hydroxygruppen» Aminogruppcn, Carbonsauregruppen, Metall-oiganische Gruppen und/oder Halogenidgruppen 25 
sind 

6. Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB die Saccharide ein Mono-, 
Di-, Tri- und/oder Oligosaccharide ein Inosit und/oder ein Derivat von diesen sind. 

7. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Monosaccharid Glukose oder Man- 
nose ist. 30 

8. Saccharid-Bibiiothek nach einem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB das Saccharid-aufweisende 
MolekUl 3, 4. 5 oder 6 Saccharide aufweist. 

9. Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB die Saccharide gleich oder 
verschieden voneinander sind. 

10. Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche l-9» dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem Kemmole^ 35 
kill und einem bis maximal alien Sacchariden ein Spacer vorliegt. 

1 1 . Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Spacer eine aliphatische \^indung 

ist. 

12. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB der Spacer 3 bis 10 C-Atomc 
aufweist, 40 

13. Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dafi das Saccharid-enthaltende 
Molekul eine organische Verbindung aufweist 

14. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die oiganische Verbindung ein Alkan 
mil einer funktionellen Gruppe und/oder ein Aiken ist. 

15. Saccharid-Bibiiothek nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die funkdonelle Gruppe ein Halogen, 45 
eine Hydroxy-, eine Azido- und/oder eine Amino-Gruppe ist. 

16. Saccharid-Bibiiothek nach einem der Anspriiche 13-15, dadurch gekennzeichnet, daB die oiganische Verbin- 
dung 3 bis 10 C-Atome aufweist. 

17. Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche 13-16, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere oiganische Ver- 
bindungen vorUegen. 50 

18. Verfahren zur Herstellung einer Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche 1-17, dadurch gekennzeich- 
net, daB das KernmolekUi, die Saccharide, ggf. der Linker und ggf. die oiganische Verbindung kovalent miteinander 
verbunden werden. 

1 9. Verwendung einer Saccharid-Bibiiothek nach einem der AnsprUche 1 -1 8 znm Ermitteln von WrkstofFen gegen 
Zielproteine. 55 

20. Verwendung nach Anspruch 19, wobei die Zielproteine Rezeptoren sind. 
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